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@ Verfahren zur Herstellung von Oligonucleotid-Arreys und zur Durchf uhrung von Hybridisierungs-Assays sowie 
Anlagen zur Durchfuhrung dieser Verfahren 

® Beschrieben wird ein Verfahren zur Herstellung eines 
Oligonucleotid-Arrays auf einer Trager-Disk 10, wobei auf 
einer Untersuchungsseite 11 Kupplungsorte vorgesehen 
sind, an denen die Oligonucleotide son oil mit der Disk 
verknupft warden. Der Oligonucleotid-Array kann in Hy- 
bridisie rungs-Assays verwendet warden. Zum Herstellen 
des Arrays wird die Disk rotiert und/oder warden Licht- 
quelte und Disk in ra dialer Richtung relativ zuelnander 
verschoben. Die Auswertung eines Hyb rid isie rungs-As- 
says erfolgt auf analoge Weise. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft Verfahren zur Herstellung 
von Oligonucleotid-Arrays und zur Durchfiihrung von Hy- 
bridisierungs- Assays sowie Anlagen zur DurchfUhiung die- 5 
ser Verfahren. 

[0002] Mit dem Fortschreiten der molekulargenetischen 
Kenntnisse, beispielsweise im Human Genome Project, ist 
ein rasches Anwachsen derZahl bekannter DNA-Sequenzen 
verb linden. Mit den gewonnenen Sequeoz-Mormationen 10 
lassen sich spezifiscbe Nucleinsauren (DNA, RNA oder 
chemiscfa modifizieite Nucleinsauren) herstellen, mit denen 
in Hybrimsierungs-Vexfahren beispielsweise pathogene 
Bakterien oder das Vbrliegen von Mutationen (Gen-Diagno- 
stik) detektiert und gegebenenfalls idenufiziert werden kon- is 
cen. 

[0003] Wegcn der hohen Aussagesicherheit solcher Hy- 
bridisierungs- Assays werden Anstrengungen untemommen, 
durch Automatisierung und Miniaturisierung eine mogtichst 
hohe Anzahl von Proben und Sonden in mdglichst kurzer 20 
Zeit untersuchen zu konnen. 

[0004] H&ufig wird dabei auf einem festen TVager eine 
Nucleinsaure, zumeist die Sonde, immobilisiert oder gleich 
an On und S telle synthetisiert Im letzteren Fall wird zu- 
nachst ein Startmolekiil als Kupplungssubstanz, beispiels- 25 
weise ein sogenannter Spacer oder linker wie beispiels- 
weise Bernsteinsaure oder Aminopropyl-Spacer, auf der 
TVager-Oberflache fixiert. 

[0005] Urn an unterschiedlichen Orten auf dem TVager un- 
terschiedliche Nucleinsauren synthetisieren zu konnen, ist 30 
eine ortsabhangige, gesteuerte Reaktionsfiihrung notwen- 
dig. 

[0006] Insbesondere hat sich ein Synthese- Verfahren nach 
Fodorct al, Science 251, 767 (1991) etabliert, bei dem die 
bendtigten Synthese-Bauelemente, nMmlich Linker und ein* 35 
zelne Nucleoside, jeweils mit photolabilen Schutzgruppen 
ausgestattet sind Beispiele fur solche Schutzgruppen wer- 
den insbesondere von W. Pfleiderer in "Biophospbates and 
Their Analogues - Synthesis, Structure, Metabolism and 
Activity", Elsevier (Amsterdam) 1987 angegeben. 40 
[0007] Die zunachst auf dem TVager Oxierteo (gescbulz- 
ten) Linker-MolekUle werden an den Orten, an denen ein 
Syntheseschritt stattfinden soli, belichtet, wodurch dort die 
photolabilen linker- Schutzgruppen entfernt und die Linker 
entschtitzt werden. Dann wird eine Losung hydroxyl-ge- 45 
schUtzter (Desoxy-)Nucleoside appliziert Diese werden an 
den photochemisch entschtitzten Linkem kovalent gebun- 
den. Die nicht gebundenen Nucleoside werden vom TVager 
abgewaschen. AnschlieBend werden die ortsabhangige Be- 
lichtung (EntschUtzung weiterer Linker und/oder bereits an- 50 
gelagerter Nucleosid-Bauelemente) und die Zugabe von 
(weiteren) Nucleosid-Bauelementen (mit jeweils vorbe- 
stimmten Basen) so oft wiederholt, bis an jedem Kupplungs- 
ort des Tragers die Syn these abgeschlossen ist. Als Ergebnis 
liegt dann auf dem TVager ein Nucleinsaure- Array vor. Obli- 55 
cherweise sind die an den Kupplungsorten erzeugten, fixier- 
ten Oligonucleotide zwischen 6 und 30 Basen lang. Im Rah- 
men dieser Erfindung werden unter dem Begriff "Oligonu- 
cleotide aber auch langere, z. B. 200 Basen lange Nuclein- 
sauren oder Polynucleotide, beispielsweise ganze Chromo 60 
somen, verstanden. 

[0008] Moderne GerSte, mit denen das Verfahren nach Fo- 
dor et al. durch gefiihrt wird, verwenden Silizium-Chips, auf 
denen mit Hilfe von Photolithographie-Belichtungstechni- 
ken mehrere Zehntausend unterschiedliche Nucleinsauren 65 
pro Chip synthetisiert werden. Diese GerSte sind jedoch, 
beispielsweise wegen der Reinheits- und Prazisionsanf orde- 
run gen der Oiip-Technik und der Photolithographic, in An- 
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schaffung und Betrieb sehr teuer, so dafi sie nur fur wenige 
groBe Hrmen in Frage kommen. AuBerdem besteht die Ge- 
fahr, dafi mit einer einzigen Fehlbelichtung, beispielsweise 
durch eine im Bezug zum Trager-Chip minimal false h aus- 
gerichtete pbotolitbographische Maske, alle auf dem Chip 
bergestellteo Nucleinsauren eine falsche Basenfolge besit- 
zen und der gesamte Chip dadurch unbrauchbar ist. 
[0009] Es war daher die primare Aufgabe der vorliegen- 
den Erfindung, ein Verfahren zur Erzeugung eines Oligonu- 
cleotid- Arrays anzugeben, das technisch einfach durebzu- 
fuhren ist und vorzugsweise mit einer Ublichen Antriebs- 
technik und mit Ublichen (eventuell leicht modifizierten) 
Geraten durchgefilhrt werden kann. 
[0010] Dis gestellte Aufgabe wird erfindungsgemafi ge- 
ldst durch ein Verfahren zur Erzeugung eines Oligonucleo- 
tid-Arrays, mit folgenden Schritten: 

a) Bereitstellen 

- einer TVager-Disk mit (zumindesL) einer Unter- 
suchungsseite, auf der an einer Anzahl von Kupp- 
lungsorten photochemisch aktivierbare Kupp- 
lungssubstanzen zur jeweiligen Fixierung eines 
Oligonucleotids oder Oligonucleotid-Bauele- 
merits (z. B. ein mit Schutzgruppen versehenes 
Nucleosid) angeordnet sind und 

- einer Iichtquelle zur selekuVen photochemi- 
schen Aktivierung der Kupplungssubstanzen an 
ednzelnen Kupplungsorten, 

b) Verkuppeln der Kupplungssubstanz an einem ersten 
Kupplungsort mit einem Oligonucleotid oder Oligonu- 
cleotid-Bauelement, indem 

- das Oligonucleotid bzw. Oligonucleotid-Bau- 
element auf ziimindest den ersten Kupplungsort 
appliziert, 

- die Iichtquelle auf den ersten Kupplungsort ge- 
richtet und 

- die Kupplungsverbindung am ersten Kupp- 
lungsort durch Beleuchten mit der Lichtquelle ak- 
tiviert wird, 

c) Rorieren der Disk und/oder Verschieben von Licht- 
quelle und Disk in radialer Richtung relativ zueinander, 
um die Lichtquelle auf einen weiteren Kupplungsort zu 
richten. 

[0011] Besonders wicbtig ist im Rahmen der voiiiegenden 
Erfindung, daB die TVager-Disk gernSB Schritt c) zwischen 
zwei Kupplungsorten (SyntheseschriUen) rotiert wird. 
Durch diese VerfahrensfUhrung wird namlich auf vorteil- 
bafte Weise nicht nur eine technisch einfach zu realisierende 
Bewegung des TVagers erreicht, sondem zusatzlich auch die 
Moglichkeit eroffnet, durch Fliehkrafte mechanisch einfach 
und unmittelbar auf die Ublicherweise in flussiger Darrei- 
chungsform (als Losung oder Suspension) applizierten Oli- 
gonucleotide bzw. Ougonucleotid-Bauelemente einzuwir- 
ken. 

[0012] Beispielsweise konnen unter der Wirkung yon 
Fliehkraften sehr leicht RUssigkeitstropfen auf der TVager- 
Disk-Oberflache radial verschoben oder ganz vom TVager 
abgeschleudert werden. Letzteres ist bei den in Synthese- 
und Hybridisierungsverfahren tiblicberweise notwendigen 
Waschschritten von besonderem Vorteil. Durch das Vbrse- 
hen besonderer Oberflachenstrukturen, beispielsweise Ka- 
nale oder durch besonders beschichtete, hydrophile bzw. hy- 
drophobe Bereiche der TnUgeroberflache kann bei einer Ro- 
tation die aufgrund der Fliehkraft induzierte Radial- Be- 
schleunigung einer FlUssigkeit auf der TVager-Disk in eine 
Bewegung auf einer Kreis- oder Spiralbahn um die Rotati- 
onsachse umgesetzt werden. Insgesamt fuhren diese Vor- 



